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定 为 0。4h 台 的 染色 质 纤 维 一 一 单位 线 结构 。 本 实验 表明 两 栖 类 米色 体 同 样 具有 
单位 线 结构 ， 并 发 现 组 成 染色 体 两 音 广 的 姐妹 单位 线 相 笑 排列， 且 与 中 期 染色 
体 有 明显 的 形态 联系 。 通 过 分 析 显 示 染 多 体 和 单位 线 过 渡 变 化 的 分 裂 扯 ， 认 为 
染色 体高 级 结构 由 单位 线 和 进一步 螺旋 化 完成 ， 从 而 支持 Bak 袖 型 。 
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模型 的 建立 ， 加 深 了 对 染色 体 本 质 的 认识 ， 核 小 体 是 染色 质 基 本 结构 单位 的 概念 已 被 广 
泛 接受 。 以 此 为 基础 ，Kornberg (1981) 等 认为 由 100 及 纤维 盘 绕 成 300 且 蛇 线 管 ， 每 图 
有 5 、6 个 核 小 体 即 为 染色 笨 二 级 结构 。 不 同 物种 ， 不 同 细胞 类 型 ， 细 网 局 期 的 各 个 时 
期 ， 染 色 质 在 一 、 二 级 结构 上 有 许多 共同 特性 。 至 于 250 一 300 久 纤维 如 何 形 成 中 期 染色 
体 ， 即 染色 体 离 极 结构 构成 方式 ， 仍 处 于 假说 阶段 ， 存 在 相互 对 立 的 模型 。Dupraw 
(1965) 提出 的 折 命 纤维 模型 ， 曾 引起 广泛 注意 。 采 用 界面 铺展 法 研究 染色 体 ， 可 见 中 
期 染色 体 由 230 有 染色 线 不 规则 折 倒 形成 。 相 反 , Bak (1977) 研 究 人 胎儿 离 体 培养 细胞 中 
期 染色 体 ， 观察 到 直径 恒定 的 0.4nm， 长 11 一 60pm 的 单位 线 结 构 。 通过 电镜 切片 观 
察 ， 判 明 该 结构 由 300 螺 线 管 进 一 步 强 旋 必 而 成 。 认 为 在 300 有 染色 质 冀 与 中 期 染色 
体 之 间 ， 存 在 直径 为 0 ,4hma 的 结构 等 级 即 单位 线 (又 称 超 螺 线 管 )。Laemmli (1977) 等 
在 除去 保 色 栖 组 蛋白 和 大 部 分 非 组 蛋白 后 ， 得 到 非 组 蛋白 构成 的 中 期 染色 体 上 骨架 以 及 从 
骨架 伸展 出 的 由 大 量 DNA 出 环 组 成 的 办 图 。 据 此 ， 提 出 了 染色 体 的 非 组 蛋白 骨架 模型 。 
该 模型 明 强 调 了 “骨架 ”结构 ， 在 讨论 是 否 由 250 一 300 A SEER KR ARE, E 
持 类 似 折 着 模型 的 观点 。 由 此 可 见 , 在 300 A 蝶 线 管 与 中 期 染色 体 间 有 否 0,44m 的 单位 线 
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这 一 中 间 结 构 等 级 是 上 述 模 型 争论 的 焦点 之 一 。 

用 5 一 省 脱氧 尿 小 啶 核 葵 (BrdU) 处 理 G; 期 培养 淋巴 细胞 , 结合 低 渗 、 固 定 、 空 气 于 
燥 常 规制 片 ， 可 得 到 0, hm 的 单位 线 结构 。 本 实验 在 光 镜 下 描述 了 单位 线 的 多 种 存在 方 
式 ， 分 析 了 单位 线 与 中 期 染色 体 的 关系 ， 并 对 单位 线 在 本 实验 中 产生 的 原因 进行 了 初步 
分 析 。 ZE . | 

材料 及 方法 

hee Bufo bufo gargarizans 性 成 熟 个 体 采 自 成 都 郊区 。 

外 周 撑 细胞 培养 及 染色 体制 备 方 法 参照 两 栖 类 高 分 辨 染色 体制 备 方法 一 文 。 

(一 ) 培养 基 组 成 RPMI 1640 12ml, RÆK 8ml， 小 牛 血清 pol, PHA 1ml g~ 
州 产 ) , RHA, BMBHA 100i /ml A 5 %NaHCOs 调 pH 7.0 一 7.2， 分 装 每 瓶 5m]。 

《二 ) Mao Rin, MERA DAR AM, (500 转 了 分 ，5 分 钟 ) 。 每 一 培 
养 瓶 接种 0,3 一 0.4ml 请 细胞 ， 于 28"C 堵 养 68 小 时 。 

(=) MATE ERE (0.5—-0.6me/ml) 阻 断 DNA 的 合成 。 作 用 为 20 小 
了 对 ， 使 细胞 同步 化 。 

CH) MEM MY, MSA SRI. FARMERS MRE DNA 合成 
的 阻 断后 o 分 钟 ，150 分 钟 ，350 分 钟 ，420 分 钟 ，460 分 钟 ，475 分 钟 ，490 分 钟 用 相同 剂 
Sa BrdU (40pg/ml》 处 理 。 最 后 全 部 实验 及 对 照 组 CRU BrdU 处 理 ) 在 解除 阻 断后 
510 分 钟 同时 收获 ， 制 片 。 

CH) 常规 制 片 ，0。4% 开 Cl， 在 28C 低 站 40 eh MPR, KER (3 : 1) 反 
复 国定 3 次 ， 每 次 20 分 钟 。 演 片 后 立刻 用 文火 烘 干 。 

(六 ) 染色 OFeulgeneta, HH 1 —10K MAF 60°C 1 N HCL 中 温 育 30 分 
St, FURR, BA Schiff 试剂 染色 1 小 时 。 用 亚 硫 酸 水 接 液 洗 3 一 5 次 ， 流 水 
eH, BAF, @DAPI (4', 6 —Diamidino— 2—phenylindol) 荧光 染料 染色 ， 标 本 在 
Mellvaine's 波 中 处 理 5 分钟 (pH 7.0), FEDAPI 溶液 中 染色 10 一 20 分 钟 (Opus DAPI 
溶 于 50mg Mcllvaine's 液 ) ， 用 Mcllvaine's RREK, HH, RKGRMAMR, WE. 
国 常 规 染 色 ，Giemsa 1 :10， 用 玉 酸 缓冲 液 配制 (pH6.,8)。 

(七 ) See, WE., Ar, 
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用 BrdU 处 理 Gs 期 培养 细胞 ， 可 观察 到 直径 恒定 的 染色 质 纤维 。 根 据 测量 ， 中 华 大 
晴 内 的 染色 质 纤维 直径 恒定 为 0.3 一 0,54m 《多 为 0,4km), 且 Feulgen 染色 ，DAPI 染 色 
均 皇 阳性 反应 (图 2 )， 由 于 Bak 等 兽 从 人 染色 体 中 分 离 到 相同 结构 并 已 命名 为 单位 线 ， 
我 们 也 将 中 华 大 桨 蜂 这 类 直径 恒定 为 0.4km 的 染色 质 纤维 称 为 单位 线 。 单 位 线 的 重要 
特征 是 直径 恒定 ， 光 镜 下 易于 测定 。 直 径 为 0.4hm 的 单位 线 其 组 织 化 程度 低 于 前 期 的 细 
长 染色 体 ， 上 是 单位 线 在 光 镜 下 见 不 到 螺旋 。 显 然 ， 单 位 线 提高 组 织 化 水 平 将 形成 前 期 的 
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光 镜 下 ， 不 仅 可 见 到 分 散 的 单位 线 (图 3 ) ， 成 束 排 列 的 单位 线 (图 1) ， 还 可 观 
察 到 与 染色 体形 态 有 联系 的 单位 线 (图 4 、5 ) 。 这 些 以 不 同形 式 出 现 的 同一 类 结构 不 
仅 证 实 了 两 栖 类 染色 体 具 有 0,4Lm 单 位 线 这 一 中 间 结 构 等 级 ， 还 直观 地 显示 了 单位 线 与 
中 期 染色 体 的 关系 。 

ERAS, RIHTERA, 44k, TAHER M PRA 
体 其 2n 一 22， 又 由 于 每 条 染色 体 汐 由 两 姐妹 染色 音 体 组 成 ， 可 见 每 单位 线 与 染色 单 体 在 
数量 上 严格 对 应 。 在 既 具 有 单位 线 又 具有 中 期 染色 体 的 分 裂 相 中 ， 我 们 可 直观 地 见 到 单 
位 线 与 染色 体 的 转化 。 如 图 5 Mm, ARH PARA, HRH1.3—-1.7um BEX 
两 条 单位 线 相伴 排列 ， 直 径 为 0.8hm; C 区 是 直径 恒定 为 0,4hm 的 单位 线 。A 区 组 织 化 
程度 最 高 ， 由 态 至 C， 组 织 化 从 中 期 染色 体 变 为 单位 线 ， 两 者 的 形态 联系 十 分 明显 。 因 
之 图 5 显示 了 架 色 栖 单位 线 与 中 期 染色 体 间 的 联系 及 变化 。 应 该 强调 ， 图 5 所 示 的 单位 
线 及 染色 体 属 于 同一 细胞 。 我 们 统计 了 中 期 染色 体 以 及 单位 线 ， 如 按 两 条 并 排 排列 的 单 
位 线 记 数 为 1 CARB RRM) 则 染色 体 数 十 姐妹 单位 线 数 王 22。 正 好 是 一 个 网 
胞 的 染色 体 数 目 。 分 析 了 大 量 分 裂 相 ， 结 时 一 致 。 

此 外 ，Bak 综 人 描述 的 单位 线 ， 几 乎 是 单 股 独立 存在 ， 而 本 实验 得 到 的 却 是 双 股 ， 
体现 了 两 染色 单 体 的 关系 。 如 图 3 、4 、8 所 示 ， 构 成 同一 染色 体 的 单位 线 总 是 两 条 并 排 
存在 ， 且 组 织 化 程度 十 分 一 致 ， 组 织 化 程度 高 的 区 域 属 于 早 中 期 染色 体 ， 组 织 化 程度 最 
低 的 区 域 属于 0.4Lm 的 单位 线 ， 这 两 条 平行 排列 的 单位 线 将 随 着 组 织 化 程度 提高 而 形成 
姐妹 染色 单 体 ， 因 此 称 为 姐妹 单位 线 。 

为 讨论 单位 线 在 细胞 周期 中 大 其 出 现 的 时 期 以 及 BrdU 导 致 单位 线 结构 产生 的 原 办 ， 
我 们 于 解除 DNA 合成 阻 断 至 收获 细胞 的 时 间 区 域内 ， 在 不 同时 间 点 对 不 同 实验 组 用 
BrdU Abm (RFE), ARARE RRR (如 图 1 ， 其 所 有 染色 质 均 以 单位 线 方式 
FE) 统计 结果 如 下 


不 同 BrdU 处 理 组 中 章 位 线 结 构 频 率 变 化 
The Frequencies of the Unit Fiber Structures in various BrdU-treated Groups 
x SS 组 iit RRR PRR MH 。 IC E E 69) BrdU St 2 m at 
numbers of “unit numbers of Frequency of “unit CAR CA) 
Groups fiber sheaf” metaphase fiber sheaf” The mode of BrdU treatment 
1 4 563 0.7 0 Min 
2 17 392 4 150 ~ 
3 2T 258 11 a50 ~ 
4 35 275 13 420 ~ 
5 22 413 5 460 ~ 
6 B 307 3 475 ee 
7 12 516 2 490 ~ 
对 最 4 551 0.7 未 加 Brdu 
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家中 数据 可 见 ， 在 解除 阻 断后 420 分 也 即 收获 细胞 制 片 前 90 分 加 入 BrdU， 单 位 钱 结 
构 频 率 出 现 最 高 ( 制 片 时 间 是 在 解除 有 阻 断后 510 分 ， 此 时 是 同步 化 细胞 有 丝 分 发 高 峰 ， 
可 视 为 M 期 ”。 由 于 中 华 大 蛤 内 外 周 血 培养 细胞 其 ,期 长 180 分 ，M 期 长 90 分 ， 因 而 解 
除 阻 断后 420 分 时 同步 化 细胞 群 所 处 的 细胞 周期 属于 G* 期 后 期 ， 也 即 ， 用 BrdU 处 理 处 于 
G, 期 后 期 的 细胞 ， 将 以 最 高 频率 得 到 单位 线 结构 ， 可 见 单位 线 结 拘 的 产生 ， 具 有 细胞 
周期 的 特性 ， 其 Cs 期 后 期 十 分 重要 。 

有 趣 的 是 ， 并 非 BrdU 处 理 时 间 越 长 ， 其 单位 线 结构 越 多 。 如 在 S 期 以 及 M 期 以 后 延 
长 BrdU 作 用 时 间 , 并 不 增 大 单位 线 出 现 频 率 ， 该 实验 结果 不 支持 “BrdU 处 理 使 已 形成 的 
染色 体 解 螺旋 ”的 观点 〈 表 中 数据 可 见 ， 实 验 组 5 一 7 以 及 1 一 2 其 单位 线 频率 均 低 于 
实验 组 4 。 显 然 1 一 2 组 中 BrdU 处 理 时 间 最 长 。 另 一 方面 ， 对 6 一 7 组 而 言 ， 其 BrdU 
加 入 时 间 已 属于 M 前 期 , 此 时 BrdU 处 理 也 不 大 幅度 提高 单位 线 频率 ， 进 一 步 延长 处 理 时 
间 ， 其 频率 不 变 ) 。 由 此 看 来 ， 在 G, 期 后 期 用 适量 BrdU 处 理 ， 有 可 能 抑制 或 影响 单位 
线 向 中 期 染色 体 的 转变 ， 也 即 影响 了 染色 体 的 形成 ， 其 结果 是 单位 线 结构 相对 积累 。 
Marcus (1979) 用 Hoechst 33258 处 理 染色 体 ， 认 为 Hoechst 阻 止 了 染色 体 之 浓缩 而 不 是 
俩 已 浓缩 的 效 色 体 解 螺旋 ， 该 结论 久 及 分析 方 法 与 我 们 的 上 述 设 想 很 相似 。 

我 们 还 对 同一 分 裂 相 中 具有 不 同 螺旋 化 程度 的 染色 体 区 段 进行 显 带 处 理 ， 结 果 如 图 
7 所 示 ， 具有 一 定 姨 施 化 程度 的 染色 笨 区 段 显示 出 带 纹 。 螺 旋 北 程度 过 高 或 过 和 钨 的 区 
段 ， 均 难以 显 带 。 这 间接 说 明 单 位 线 经 进一步 螺旋 即 形成 染色 体 。 

另 一 难以 解释 的 现象 ， 是 同一 细胞 的 所 有 单位 线 结构 以 同一 走向 相伴 排列 ， 规 律 性 
很 好 〈 图 1 》 ， 而 不 是 乱 麻 般 地 缠绕 。 且 该 类 结构 出 现 频率 较 高 。 单 位 线 的 该 种 排列 方 
式 产生 的 原因 不 清 ， 是 否 这 反映 了 染色 质 在 核 内 的 存在 特点 ， 还 有 待 深入 探讨 。 

三 种 具有 代表 性 的 染色 体高 级 结构 模型 ， 均 有 支持 其 成 立 的 实验 ， 也 均 有 难以 解释 
的 事实 。 折 丰 纤 维 模型 难以 解释 光 镜 观察 到 的 事实 ， RHR SAHRA M he th E 
成 ， 以 及 章 位 线 结构 的 获得 。 故 完全 有 可 能 由 于 界面 铺展 法 的 使 用 ， 将 染色 体 较 高 层次 
的 结构 破坏 了 。 骨 架 模型 讨论 了 染色 质 与 非 组 蛋白 间 的 关系 ， 但 却 难以 解释 姐妹 染色 单 
体 交 换 等 遗传 现象 。Bak 提出 的 染色 体 四 级 结构 模型 ， 较 系统 地 总 结 和 分 析 了 染色 体 各 
级 结构 的 关系 ， 这 在 染色 栖 高 级 结构 研究 中 是 一 较 大 进展 。 

本 实验 结果 ， 支 持 Bak 模 型 的 观点 。 基 于 Bak 在 人 染色 体 、Zeuthem ERM EK, 
黄 伯 癌 在 蚕豆 染色 体 的 研究 中 均 发 现 了 单位 强 结 构 ， 作 者 认为 Bak 提 出 的 单位 线 结构 具 
有 普遍 性 。 这 反映 了 真 核 生 物 染 色 体 结构 的 统一 性 。 特 别 应 该 提 到 的 是 ， 其 他 作者 报道 
的 单位 线 ， 为 已 形成 的 染色 体 分 解 后 所 形成 ， 而 本 实验 却 相反 ， 采 用 阻止 单 食 线 巾 染色 
体 转 化 的 方法 。 利 用 该 法 已 分 别 在 两 钵 类 、 人 、 家 猪 等 物种 的 研究 中 取得 较 好 结果 。 这 
更 加 支持 单位 线 结构 存在 的 客观 性 。 

除 证 实 两 栖 类 具有 单位 线 结构 外 ， 本 实验 还 有 三 个 方面 的 发 现 。 呈 得 到 大 量 以 同一 
走向 相伴 排列 的 单位 线 ， 一 般 同 一 细胞 的 单位 线 排 在 一 起 ， 无 明显 的 组 织 化 差异 ， 排 列 
的 规律 性 很 好 。 回 得 到 一 定数 量 的 “中 期 染色 体 过 渡 相 ” 即 中 期 染色 体 与 单位 线 共存 且 
具有 形态 联系 的 分 裂 相 ， 从 形态 学 角度 直观 地 证 实 了 单位 线 与 中 期 染色 体 的 关系 说 
明 半 位 线 与 中 期 染色 体 是 可 以 相互 转化 的 。 而 Bak 用 中 期 染色 体 分 离 术 得 到 的 单位 线 ， 
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与 中 期 染色 体 无 直接 的 形态 联系 ， 故 采用 单位 线 与 染色 体 间 DNA 含量 的 对 应 关系 等 间 
接 方法 进行 讨论 。 轿 姐妹 单位 线 的 发 现 。 该 结果 与 Bak 等 人 分 离 得 到 单 股 单位 线 的 情形 不 
同 。 本 实验 所 得 的 单位 线 是 两 条 并 排 存在 ， 组 织 化 程度 十 分 一 致 。 姐 妹 单 位 线 以 及 染色 
单 体 间 显 著 的 形态 联系 说 明 ， 染 色 体 的 每 一 单 体 均 由 一 条 单位 线 构成 ， 而 不 是 同一 单位 
线 自 身 折 县 为 双 股 ， 再 形成 两 染色 单 体 。 显 然 ， 两 姐妹 单位 线 平行 排列 ， 再 以 相 拟 的 方 
法 形成 姐妹 染色 单 体 易于 解 嗓 单 体 交 换 等 遗传 现象 。 对 Bak 分 离 到 的 环 状 单位 线 ， 可 解 
释 为 由 两 条 姐妹 单位 线 首 尾 附 着 或 在 人 工 椒 理 下 发 生 对 折 。 : 

另外 ， 本 实验 支持 Bostock (1978) 的 染色 体 结构 模式 图 。 eer Tet 
See, RNAS RS RRL BREN. ASA, CHR, 
分 别 与 图 e (Bostock, 1978) 的 各 区 相对 应 。 

中 期 染色 体 由 低级 结构 螺旋 化 而 形成 的 设想 有 着 重要 事实 依据 。 例 如 ， 在 延 龄 草 和 
紫 露 草花 粉 母 细胞 染色 体 上 ， 可 见 到 十 分 清晰 的 螺旋 结构 。 此 外 ， 两 栖 类 中 期 染色 体 难 
以 用 常规 方法 显示 G 带 、R 带 ， 被 认为 是 螺旋 化 程度 太 高 复合 带 间 四 离 太 小 ， 光 镜 难 
以 分 辨 所 致 。 如 选用 浓缩 较 少 ， 螺 旋 化 较 低 的 晚 前 期 或 早 中 期 染色 体 ，. 则 可 显示 出 复合 
带 。 但 如 螺旋 化 程度 过 低 ， 也 难以 显 带 。 类 似 一 弹 赞 ， 压 缩 过 紧 或 拉 得 过 长 均 见 不 到 螺 


旋 结 构 。 
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STUDIES ON THE UNIT FIBER STRUCTURE OF THE 
CHROMOSOME OF THE BUFO BUFO GARGARIZANS 


Heng Hongqiang Chen Wenyuan Wang Zishu Wang Xizhong Zhan Xiling 
(Department of Biology, Sichuan University, Chengdu) 


When added in a proper concentration to lymphoid cells of Bufo bufo 
gargarizans, BrdU induces the forms of some chromatin fibers which are 0.4 
um in diameter, This paper demonstrates their properties by Feulgen stain and 
DAPI stain, and calls them “unit fibers”, The unit fibers exist in different 
ways:1, All chromatin of a cell exists in unit fiber form, 2, Unit fibers and 
chromosomes exist in the same karyotype and unit fibers connect remarkable 
with metaphase chromosomes, The interesting fact is that two unit fibers forming 
one chromosome exist parallely, which was named “sister unit fibers”, Through 
analysing of the transitional metaphase karyotypes which show the transition 
from unit fiber to chromatid, we suggest that the unit fiber is a general structure 
of the eukaryotic chromosome and the high order structure of the chromosome is 
completed by spirality of the unit fibers, This paper also discusses the character 
of unit fiber in the cell cycle, which shows that the late G, phase is very 
important to induce the unit fibers, 


Key words Chromosome Higher order structure Sister unit fiber 


Bufo bufo gargarizans 
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